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(54| Verfahren *ur kolcximetrischer* Best.mmung von Dipeptidytpeptidase IV mittels Dipeptidhydraziden 

(57) Qie Erfindung betrifft ein Verfahren zur kolorimetrischen Bestimmung von Dipeptidytpeptidase IV (DP IV). das 
da<iiarch gekennzekihnet ist daft vorzugsweise das Substrat Glycyl-L-Profin-Mrazid die Bestimmuhg von Aktmtaten 
der DP IV sowohl rrT.t einer manuellen Zweipunktmethode als auch mit einem automatisiertem Verfahren nach dem 
floov sueam- prinrtp mit boner Spezifitat und analytischer sowie diagnostischer Sensitrvitat ermogl.cht. Das 
vonmgsweise eingesetzte Substrat GlycyM-Prolin-Hydrazid wird durch DP IV in einem pH-Bereich zwischen 7.0 und 
10 Q) spezifiscri z- Gfycyl L Prolin und Hydrazin gespalten. Letzteres wird mi: p-Dimethyiammobenzaldehyd in 
alkcinolisch-salzsaurer Losung zu einem Farbstoff umgesetzt und kolorimetrisch bestimmt Die Erfindung ist fur die 
theoretische methodische und klinische Enzymologie und fur die medizinische Diagnostik und Veriauf sbeobachtung 
speedier Krankheitren. wie z. B. bestimmter Krebserkrankungen und Immunmangetsyndrome von Bedeutung. 
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Patentanspruche: 

1. Verfahren zur kolorimetrischen Bestimmung von Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) in menschlichem 
* und tierischem Untersuchungsmateriat, gekennzeichnet dadurch, daB zur Bestimmung ein 

Substrat der Formel R-Pro-NH-NH* worin R fur eine proteinogene Aminosaure steht, 
vorzugsweise aber Glycyl-L-Prolin-hydrazid oder L-Alanyl-L-ProIin-hydrazid eingesetzt wird, das 
durch DP IV in einem pH-Bereich von 7,0-10.0 spezifisch zu R-Pro {R in der obigen Definition), 
vorzugsweise aber zu Glycyl-L-Prolin bzw. L-Manyl-L-Prolin und Hydrazin gespalten wird und das 
enzymatisch freigesetzte Hydrazin mit p4Dimethylaminobenza!dehyd in alkoholischer salzsaurer 
Losung unter gleichzeitigem Abbruch der Ehzymreaktion zu einem Farbstoff umgesetzt und 
kolorimetrisch bestimmt wird* 

2. Verfahren nach Anspruch 1, gekennzeichnet dadurch, daS das entsprechende Substrat der Formel 
R-Pro-NH-NH* worin R fur eine proteinogene Aminosaure, vorzugsweise fur Glycin oder L-Alanin, 
steht, aus Y-R-Pro-X, worin R wie oben definiert ist, X fur eine Estergruppierung, vorzugsweise 
Methyl-, Ethyl-, Benzyl- Oder Phenacylester und Y fur Benzyloxycarbonyl, p- 
Metfioxybenzyloxycarbonyl, Biphenylisopropyloxycarbonyl,a,a'-DImethylbenzyloxycarbonyl, 
o-Nitrophenylsulfenyl oder vorzugsweise tert Butyloxycarbonyl stehen, aufgebaut, durch 
Verknupfung von Y-R-OH mit Pro-X nach den in der Peptidchemie ublichen Techniken durch 
Hydrazinolyse und anschlieSender acidolytischer oder hydrogenolytischer Abspaltung des 
Restes Y nach den in der Peptidchemie fur diese Aminoschutzgruppen ublichen 
Deblockierungsbedingungen erhalten wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 und 2, gekennzeichnet dadurch, daS das jeweilsverwendete Substrat in 
Form eines Salzes, vorzugsweise a!s Dihydrochlorid eingesetzt wird. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, 2 und 3, gekennzeichnet dadurch, daB sowohl eine Vorfeld- und 
Differentialdiagnostik als auch eine Verlaufs- und Therapiekontrolle von Krankheiten, vorzugsweise 
bestimmter maligner Erkrankungen und Immunmangelsyndrome, wie z. B. AIDS, nach einem 
einfachen Verfahren moglich ist 

Anwendungsgcbiet der Erfindung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur kolorimetrischen Bestimmung von Dipeptidylpeptidase IV (DP IV) (Ec 3.4.14.5) in 
menschlichem und tierischem Untersuchungsmaterial zur Losung biochemisch-wissenschaftficher und medizinisch- 
diagnostischer Aufgaben. 

Die Bestimmung von DP IV-AkuvHaten in Kdrperflussigkeiten vomehmlich als Marker fur TM-Lymphozyten gewinnt zunehmend 
an Bedeutung in der enrymologischen Differentialdiagnostik von Erkrankungen mit IvmphozytSrer Reaktion und von 
tmmunmangelsyndromen verschiedener Attopathogenese. 

Die Anwendung der DP IV in der biochemischen Grundlagenforschung betrifft die Abklarung enzymkinetischer Probleme und 
die Stellung des Enzyms innerhalb protoolytischer Prozesse unter Freisetzung oder Abbau pharmakologisch und physiologisch 
aktiver Peptide. 

Die Erfindung ist damit fur die biochemischen und medizinischen Wissenschaften. fur Forschung und medizinische Betreuung, 
fur Oiagnostik u«*J Therapiekontrolle von Inter esse und Bedeutung. 

Chantkteristik der bekannten technftchen t6sungen 

Zur Bestimmung von AkttvH5t der Dipeptidylpeptidase (V wurden bisher ausschlie&tich Methoden auf der Grundlage der 
Substrate GrycvM^rofih^rutroanifid, L-AJariyi-L-Pf onrv4-niUoanilid bzw. der entsprechenden 0-NaphthyIamide und 
Coumarinamido eingesetzt (M.Harada et at Biochim. Biophys. Acta 705, 288 (1982], Btochim. Biophys. Acta 576. 280 [1979L 
K. tmai et at J. Biochem. [Tokyo] 33. 431 11 9831). Die Verfahren mit Verwendung dieser Substrate haben Nachteile: 
— Die Methode unter Verwendung von Gly-Pro-p-niuoanindbesitztaufgrund des vergteichsweise niedrigen molaren 

Exttnktionskoeffizienten der enzymatisch freigesetzten und zu bestimmenden chromogenen Komponente p-NitroaniKn eine 
gerirtgeanarytische und dadurch bedingteetngeschranto . 
Afle bisherigen Verfahren erfordern Photometer mit kihetischer Registrierung und sind daher aufgrund der damit 
verbundenen tnvestitionskosten nicht in alien medizinischen Laboratorien unter okonomischen Aspekten praktikabel. Dieser 
Aspekt gewinnt besondere Relevanz bei Einsatz des Verfahrens in der Vorfelddiagnostik. 

Zfef der Erfindung 

Das Ziel der Erfindung besteht in der Entwicklung einer etnfachen manuellen bzw. nach dem FlieSsystem automatisierbaren und 
in alien medizinischen Laboratorien praktikablen kolorimetrischen Methode zur einzelnen und massenweisen Bestimmung von 
Akuvit3ten der DP IV in Kdrperflussigkeiten zur Fruherkennung, Differentialdiagnostik und VerlaufskontroIIe von bestimmten 
Erkrankungen nut Storungen im Immurisystem mit hdherer diagnostischer SensithritSt 
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Die Erfindung ist vorzugsweise gedacht als Massen-Screening-Verfahren zur enzymologischen Erfassung von 
lmmunmangelsyndromea insbesondere von Acquired immuno - deficiency syndrome (AIDS). 

Die Erfindung dient damit der Erfindung von QuaKtat und Wirksamkeit in der medizinischen 8etreuung in ihrer Einhcrt von 
Frophylaxe, Diagnostik und Therepie und beshzt damft hone gesundheitspolitische Bedeutung. 



Dariegung desWesens der Erfindung 

Der Erfindung Hegt die Aufgabe zugrunde, fur die kotorimetrische BesUmmung von DP IV Substrate zu entwickeln, welche mit 
hoher enzymatischer Sperifitat und anatytischer und diagnostischer Sensitiviat die Ermittlung der Enzymakuvhaten rr ittels 
einfacher Methodik unter Verwendung einer photometrischen Grundausstattung in alien medizinischen Laboratorien bzw. mh 
einem antomatisierten Verfehren nach dem „Row<treamM»rinzip bei Massenuntersuchungen gestattet 
Erfindu tsgemaS wird zur Bestimmung der DP tY-Aktivitat ein Substrat der Forme! I 

R-Pro-NH-NH, , W 

wobei R fur eine proteinogene AminosSure stent, vorzugsweise aber Glycyl-L-Prolin-hy drazid oder L-AIanyK-Protinhydrazid. 
eingesetzt 

ttire Darstellung ist dadurch gekennzeichnet datt man Verbindungen der Formel II 
Y-R-Pro-X, 

worin R fur eine proteinogene AminosSure, vorzugsweise fur Glydn- oder L-Alanin, X fur eine Estergrjppierung bevorzugt 
Methyl-, Ethyl-, Benzyl- oder Phenacylester und Y fur Benzyloxycarbonyl, p-Methoxybenzyloxycarbonyl. 
Bipheny lisopropyloxycarbonyl, o.d'-DimethylbenzyloxycarbonyU o-NitrophenylsuIfenyl oder vorzugsweise fur tert 
Butyloxycarbonyl stehen durch Verknupfung von Y-ft-OH mit H-Pro-X nach den in der Peptidchemie ublichen Techniken, 
vorzugsweise nach der Mischanhydrid-Methode mittels Chlorkohlensaureisobutylester autbaut, durch Umsetzung mit 
alkoholischer HydrazinlSsung in Verbindungen der Formel 111 

Y-H-Pro-NH-NH, t |n > 

mit R und Y in der obigen Definition uberfGhrt, aus denen man durch acldorytische oder hydrogenolytische Abspaltung des 
Restes Ynach den in der Peptidchemie fur diese Aminoschutzgruppen ublichen DeblockierungsbecUngungen das entsprechende 
Substrat gemaS Formel I erhalt das vorzugsweise als Salz insbesondere als Dthydrochlorid fur die kolorimetrische DP IV- 
Bestimmung eingesetzt wird. 

Das entsprechende erfindungsgemStt dargestellte Substrat entsprechend Formel I zeichnet sich dadurch aus, datt es durch 
DP IV zu R-Pro (R stent fur eine proteinogene Aminos3ure), vorzugsweise aber Gly-Pro oder Ala-Pro und Hydrazin in einem 
pH-Bereieh von 7.0 bis 10.0. vorzugsweise zwischen 7,5 und 8,5 gespalten wird, wobei das enzymatisch freigesetzte Hydrazin bei 
Zugabe von p-Dimethylaminobenzaldehyd in atkoholischer salzsaurer L6sung unter gteichzeitigem Abbruch der Enzymreaktion 
zu einem orangeroten Farbsalztimgesetzt und kolorimetrisch bestimmt wird. 
Die bei 455mm gemessene Extinktion des Farbstoffes ist der DP IV-AktivitSt direkt proportional. 



Ausfuhrungsbeteplele 

Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Ausfuhrungsbeispielen erl3utert. 

Abkurzungen fur Aminosaure-und Peptidderivate entsprechend IUPAC-IUB Commission on Biochemical Nomenclature. J. BioL 
Chem. 247,977 (1972). 

1. DeistenungvonGrycyM.-profin^ydrazld*2Hyd>ochlorld 

8,8g tert. Butyloxycarbonyl (BocJ-gfycin in 50 ml Tetrahydrofuran werden bei -\S*C unter Rtihren nacheinander mit 6,4 ml 
N-Methytmorpholin und 6,5ml Chlorkohlensaureisobutylester versetzt und nach 8 Minuten 6,4ml N-Mcthylmorpholin und 
sofort danach Mg L-Prolin-methytester • hydrochlorid in 30 ml Tetrahydrofuran und einigen Tropfen Wasser hinzugefOgt Der 
Ansatz wird 1 Stunde bei -15*C und 3 Stunden bet Raumtemperatur geruhrt Danach dampft man das Ldsungsmhtel LVak. etn. 
lost den Ruckstand in Essigester, wSscht nacheinander mh Wasser, gesattigter NaHCOrWsunfl. Wasser, 5%iger KHSO r Ldsung 
und Wasser, Die organische Phase wird Ober NajSO« getrocknet und der Essigester LVak. verdampft. Es werden 1Ug Boc-Gty- 
Pro-methylester erhalten. Der geschutzte Dipeptidmethyfester wird in 50ml Elhanol geldst und mh 10ml Hydrazinhydrat 
versetzt 

Nach 24stundigem Stehenbei Raumtemperatur liftman das Losungsmittef LVak. verdampfen. Das erhahene Produkt Boc-Gty- 
Pro-NH-NH, wird mh Ether verrieben. abgesaugt sorgfaltig im Hochvakuum Ober Schwefelsaure getrocknet (Schmp. 1 83 bis 
187*C),la]5 l m -63,6* - 0^ in Methanol) und zur Entfemung der Boc-Schutzgruppe 30 Minuten bei Raumtemperatur mh 120 ml 
1,1 n Ha in Essigsdure behandelL Der Ansatt wird LVak. etngeengt, der Ruckstand mit Ether verrieben, abgesaugt und LVat 
getrocknet 

Ausbeute: 10,7 g (60% d.Th.1 

Schmp, 198-201 *C 

loJi 1 - -68^c = 0^ in Methanol 

Dunnschtchtchromatographisch einhehlich auf Weselgelfofie Silufol UV»«, CSSR, in 1-Butanol-Pyridin-Essigsaure-Wasser 
(30:20:6:24), 1-3utanot'C$sig$aure-Wasser-E$sigester (20:20:20:20) und 2-8utanol-Ameisensaure-Wasser (75:13.5:113) 
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l2Mn™ol/l)vompH9.1.werdenau^ 

nkubation warden 5.00ml Farbreagens. bestehend aus 1 Volumenterf e.nerL6sung von4 B D.me*ylarn.nobenzaUehyd .n 
100 ml 96%igem Ethanol oder Methanol und 17 Volumenteilen 0.1 N Satoiure. zugegeben und die Ansatze nach 30mm 
Pnrh^ntwickluna bei 455 nm aegen einen Leerwcrt gemcssen. 

S.00ml Farbreagens und anschlieOend mit 0.020ml Serum versetzt. 

Aus den Extiwdonsdiffereiuen wird Ober einen Hydrazin-Vergleichsansatt oder den molaren Exunkuonskoeffizienten die 
Enzymaktiviat in nmol/(s • I) errechnet 
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